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摘要 : itj Frankliniella occidentalis ( Pergande) 是 一 种 世界 性 人 侵害 虫 ， 寄 主 范围 广 ， 和 危害 严 重 ，2003 年 首次 在 
我 国 发 生 和 危害 ， 并 有 进一步 扩散 蔓延 的 趋势 。 针 对 葡 马 类 害虫 虫 体 微小 、 形 态 相 似 ， 难 以 准确 快速 区 分 的 问题 ， 
采用 特征 序列 扩 增 区 域 (SCAR ) 标记 技术 ， 以 西 花 曾 马 及 与 之 同 域 发 生 的 其 他 种 类 曾 马 为 对 象 ， 筛 选 出 1 对 西 花 蜀 
马 特 异性 引物 (FOMFAFOMR) ， 其 扩 增 片段 大 小 为 320 bp。 种 特异 性 检测 结果 显示 ， 该 对 引物 只 对 西 花草 马 的 基因 
zH DNA 具有 扩 增 能 力 ， 对 同 域 发 生 的 花药 马 F. intensa (Trybom), FM F. tenuicornis ( Uzel), XA% Thrips 
tabaci L. 等 41 种 斧 马 不 具有 示 增 效 末 。 该 对 引物 不 仅 对 不 同 虫 态 的 西 花 曾 马 具有 扩 增 能 力 ， 而 且 在 西 花 欧 马 发 生 
地 的 寄主 植物 组 织 内 亦 检测 到 了 其 卵 的 存在 。 同 时 ， 该 检测 技术 灵敏 度 高 ， 对 成 虫 的 最 低 检 出 国 值 为 /160 头 。 本 
检测 技术 在 口岸 检疫 以 及 花 齐 、 蔬 菜 和 种 苗 调 运 中 的 害虫 检测 和 监测 中 具有 重要 意义 。 
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SCAR marker for rapid identification of the western flower thrips, 
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Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China; 2. Center for Management 
of Invasive Alien Species, Ministry of Agriculture, Beijing 100081, China; 3. College of Agriculture, 
Yangtze University, Jingzhou, Hubei 434025, China) 
Abstract. The western flower thirps, Frankliniella occidentalis ( Pergande) , is a worldwide pest, causing 
serious damage to a wide range of host plants. It was first reported in China in 2003, with a trend of further 
spreading. Most of thrips species are small in size and similar in morphology, which makes them hard to be 
distinguished quickly. In the present research, a pair of SCAR ( sequence characterized amplified regions ) 
primers ( FOMF/FOMR ) which are specific to western flower thrips was developed by using other nine 
familiar thrips species as the control. The fragment amplified by the primers FOMF/FOMR was 320 bp in 
length. Specificity tests performed with this pair of primers showed that all F. occidentalis specimens were 
detected positively and no cross reactions with other 41 thrips species, including F. intonsa ( Trybom), F. 
tenuicornis ( Uzel) and Thrips tabaci L., were detected. The method was tested on single male and female 
adult, single pre-pupa and pupa, single lst-and 2nd-instar larva, and even single egg, and proved to be 
applicable for these stages of F. occidentalis. Moreover, the 320 bp genomic DNA fragment was clearly 
identified in the host plant tissues collected in F. occidentalis infested areas. When the dilution was 1/160 of 
a whole female adult of F. occidentalis, the 320 bp DNA fragment could be identified for all replicates. The 
technique should be useful in quarantine at ports and in pest detection and monitoring during transportation of 
flowers, vegetables and seedlings. 
Key words: Frankliniella occidentalis; RAPD-PCR; SCAR marker; rapid detection; specific amplification ; 
detectable threshold limit value 
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Pitaj Frankliniella occidentalis ( Pergande ) 是 
22$ H (Thysanoptera ) &&ij = 8. ( Thripidae ) 7E fiij = Ja 
的 一 种 重要 害虫 ， 目 20 世纪 40 年 代 即 对 美国 西部 
的 花 齐 产业 造成 巨大 的 危害 ( Bailey, 1940)。 近 30 
年 来 ， 随 着 国际 贸易 活动 的 日 益 频 繁 ， 西 花 荔 马 迅 
速 传播 扩散 ,已 成 为 世界 性 人 侵害 虫 (Kirk and 
Terry, 2003) 。 我 国 于 2000 年 首次 在 昆明 国际 花 开 
节 人 参展 的 缅甸 盆景 上 截获 西 花 欧 马 ( 蒋 小 龙 等 ， 
2001), 2003 年 在 北京 温室 的 辣椒 上 发 现 其 为 害 
( 张 友军 等 ,，2003 ) ， 随 后 在 云南 ( 徐 家 菊 和 韦 丽 
4j, 2005). ÆR CABAS SE, 2007 ) SIEMA 
为 害 。 程 俊 峰 等 (2006 ) 采用 CLIMEX 软件 ， 结合 
我 国 634 个 气象 站 点 的 数据 ， 对 西 花 葡 马 在 我 国 的 
潜在 适 生 区 进行 了 预测 ， 结 果 显 示 ， 西 花 葡 马 在 我 
国 具 有 广泛 的 适 生 区 。 即 使 在 非 适 生 区 ， 随 着 温 
室 、 大 棚 等 设施 农业 的 快速 发 展 ， 西 花药 马 的 发 生 
也 会 成 为 可 能 。 

西 花 荔 马 的 寄主 范围 十 分 广泛 ,包括 菊 科 、 瑚 
户 科 、 扼 科 、 豆 科 、 王 字 花 科 等 在 内 的 62 科 ，500 
多 种 植物 ， 基 本 涉及 所 有 的 开花 植物 (Yudin et al., 
1986; Moritz, 2002) 。 西 花 荔 马 的 为 害 方 式 主要 有 
两 种 : 一 是 以 雏 吸 式 口 器 直接 取 食 为 害 ， 降 低产 
量 ， 使 花 开 丧失 观赏 价值 ; 此 外 ， 成 虫 将 卵 产 在 植 
物 组织 中 或 有 果实 的 薄 壁 组 织 影 响 果 实 的 品质 ( Robb 
and Parrella, 1989; Cockfield et al., 2007) 。 二 是 传 
TERRE, MEAE BE (chrysanthemum stem 
necrosis virus, CSNV ) ( Bezzara et al., 1999)... IAE T$ 
斑 病 毒 (groundnut ringspot virus, GRSV) ( Wijkamp et 
al., 1995) 、 反 仙 斑 点 坏死 病毒 (impatiens necrotic spot 
virus, INSV) (DeAngelis et al., 1993; Wijkamp and 
Peters, 1993). 、 烟 草 条 纹 病 毒 (tomato chlorotic spot 
virus, TCSV) (Wijkamp et al., 1995) IE Jn EXE pg Bj. 
(tomato spotted wilt virus, TSWV ) ( Gardener et al., 
1935) 等 ， 使 病毒 病 大 流行 ， 造 成 植物 严重 减产 甚至 
绝收 (Jones, 2005) 。 

西 花 葡 马 体型 微小 ， 成 虫 体 长 1. 0 ~ 1.5 mm, 
并 有 旦 与 其 他 葡 马 种 类 形态 十 分 相似 。 而 以 往常 用 的 
形态 学 特征 识别 法 只 能 用 于 成 虫 的 鉴定 ， 对 晴 、 幼 
忠和 旷 则 无 能 为 力 ， 对 于 不 完整 的 面 马 标 本 ， 根 本 
无 法 根据 形态 学 特征 进行 鉴别 ， 因 此 寻找 快速 准确 
的 西 花 葡 马 鉴定 技术 是 有 效 阻 断 其 进一步 扩散 蔓延 
的 必要 前 提 。 近 年 来 分 子 生物 学 技术 发 展 迅 速 ， 利 
用 分 子 标记 技术 只 需要 少量 的 DNA. 就 可 以 快速 准 
确 地 鉴定 出 欧 马 种 类 ， 该 类 技术 不 仅 可 以 检测 成 


虫 ， 对 成 虫 前 的 各 个 虫 态 亦 具有 同样 的 检测 效能 ， 
目前 已 应 用 于 西 花 荀 马 的 鉴定 研究 (Moritz et al., 
2000; Brunner et al., 2002; Toda and Komazaki, 
2002; 游 中 华 等 , 2007; 周 力 兵 等 , 2007) 。 

特征 序列 扩 增 区 域 (sequence characterized 
amplified regions, SCAR) 标记 技术 是 通过 随机 扩 增 
多 态 性 DNA (random amplified polymorphic DNA, 
RAPD) d$ ZR fiti e th SU pp REESE Fr Et, EAJESÉEB PR 
RAPD 片段 进行 克隆 和 测序 ， 并 根据 此 目标 片段 两 
端的 碱 基 序列 设计 特异 性 引物 ; 然后 以 该 对 特异 性 
引物 对 基因 组 DNA 片段 再 次 进行 PCR 扩 增 ， 进 而 
将 与 原 RAPD 片段 相对 应 的 单一 位 点 鉴别 出 来 ; 
SCAR 标记 为 共 显 性 遗传 ， 待 检 DNA 间 的 差异 可 
ECBOB SUR 760 T3577 Jo os RRE, 1999) 。 与 
通常 采用 的 限制 片段 长 度 多 态 性 (restriction 
fragment length polymorphism, RFLP). 、 碱 基 序 列 测 
定 等 方法 相 比 ，SCAR 标记 技术 免 去 了 得 选 限制 性 
内 切 酶 和 碱 基 序 列 测定 的 过 程 ， 不 仅 结果 稳定 、 灵 
敏 度 高 、 重 复 性 能 好 ， 而 且 操 作 简 便 、 成 本 低 ， 特 
异性 引物 一 旦 获得 ， 即 可 用 于 大 规模 检测 分 析 。 本 
人 研究 围绕 西 花 葡 马 易 随 蔬 羔 、 人 花 齐 及 苗木 等 的 调运 
而 传播 葛 延 ， 对 农业 生产 造成 严重 威胁 ， 却 难以 进 
行 快速 准确 鉴定 的 科学 问题 ,采用 SCAR 标记 技 
术 ， 从 检测 和 监测 的 角度 ， 人 研究 其 快速 分 子 检测 技 
术 ， 并 以 与 西 花 葡 马 同 域 发 生 的 论 蓟 号、 不论 萄 马 
等 其 他 葡 马 种 类 为 对 象 进 行 SCAR 标记 的 种 特异 性 
检验 ， 以 梯度 稀释 的 单 头 成 虫 DNA 和 不 同 虫 态 的 
DNA 为 模板 进行 灵敏 性 检验 ， 并 同时 对 西 花 侈 马 
发 生地 的 寄主 植物 组 织 进 行 了 检测 分 析 。 该 研究 结 
采 为 西 花 葡 马 快速 检测 体系 的 构建 提供 了 依据 ， 为 
有 效 阻 惟 西 花 荔 马 在 我 国 的 进一步 扩散 划 延 和 人 危害 
提供 了 技术 保障 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

西 花 葡 马 种 群 以 市 售 扁豆 饲养 于 中 国 农 业 科 学 院 
植物 保护 研究 所 南 区 养 虫 室 ， 国 内 发 生 的 其 他 种 类 的 
萄 马 均 采 目 田间 ， 具 体 采 集 信息 如 表 1 所 示 。 其 中 ， 
西 花 蔚 马 由 葡 马 系统 分 类 学 专家 L A Mound 教授 
(CSIRO Entomology, Australia) 鉴定 确认 ; 其 他 种 类 的 
区 马 由 闵 亮 经 过 葡 马 形态 学 鉴定 技能 培训 (主讲 专家 : 
华南 农业 大 学 资源 环境 学 院 张 维 球 教 授 和 童 晓 立 教 
授 ) 后 依据 相关 资料 ( 韩 运 发 ,1997; 张 维 球 等 ，1999; 
Moritz et al., 2004) 鉴定 确认 。 


3 期 重 祥 钦 等 : PUES IS SCAR 分 子 检测 技术 325 


表 1 用 于 SCAR 引物 种 特异 性 检验 的 萄 马 种 类 
Table 1 Thrips species used for species specific test of SCAR primer 


编号 种 类 寄主 采集 地 点 采集 时 间 
No. Species Host plant Collection locality Collecting date 

fiij 4P} Thripidae 

1, 16, WEA Frankliniella occidentalis ( Pergande) ji Kidney bean 实验 室 种 群 Laboratory population 

17, 32, 

33, 47 
2  dbüj Frankliniella intonsa (Trybom) H Æ Chinese rose 北京 昌平 Changping, Beijing 2008. 10 
3 Jmj F. tenuicornis (Uzel) Wi t7 4b Pea 甘肃 酒泉 Jiuquan, Gansu 2008. 08 
4 CBE Thrips flavidulus (Bagnall) H Æ Chinese rose 北京 昌平 Changping, Beijing 2008. 10 
5 JH T. hawaiiensis ( Morgan) 非洲 菊 Gerbera 北京 海淀 Haidian, Beijing 2008. 08 
6  Jpéj (Z8) T. tabaci Lindeman 万 寿 菊 Marigold 北京 海淀 Haidian, Beijing 2008. 09 
7 — füfij, T. coloratus Schmutz 杂 草 HC-3 Weed HC-3 新 疆 伊 犁 Yili ，Xinjiang 2008. 07. 
8  ZüdEfSQ T. alliorum (Priesner) ÆT Scallion 北京 密云 Miyun Beijing 2008. 06 
9 j5 T. flavus Schrank JA Bitter gourd 广西 南宁 Nanning, Guangxi 2008. 05 
10 — fEBSSi C; T. andrewsi ( Bagnall) 茶花 Camellia 湖南 长 沙 Changsha, Hunan 2008. 03 
11 fue T. palmi Karny 和 芒果 Mango 广西 南宁 Nanning, Guangxi 2008. 05 
12 ňe T. vulgatissimus Haliday 小 叶 女 贞 Ligustrum quihoui 福建 福州 Fuzhou, Fujian 2007. 12 
13 ”喜马拉雅 坦 马 7T. himalayanus (Pelikan) 28E Weeds 西藏 扎 赛 县 Zhanang, Tibet 2008. 07 
14 ará g Taeniothrips sp. Wek Spider orchid 广东 广州 Guangzhou, Guangdong 2007. 07 
15. %16 Microcephalothrips abdominalis ( Crawford ) 非洲 菊 Gerbera 北京 海淀 Haidian, Beijing 2008. 08 
18 K E ij; Scolothrips takahashii Priesner JEEP] Peach 北京 海淀 Haidian, Beijing 2007. 10 
19  i3£3B- Aj Megalurothrips usitatus ( Bagnall) 丝瓜 Loofah 湖南 长 沙 Changsha, Hunan 2008. 09 
20 2- Käi Meg. sjostadti Trybom ZR 3X Water spinach 湖北 武汉 Wuhan, Hubei 2008. 10 
21 KAj Meg. distalis (Karny) ÆA Scallion 湖南 长 沙 Changsha, Hunan 2008. 03 
22 JFR 4 Anaphothrips sudunensis Trybom ÆT Scallion 福建 福州 Fuzhou, Fujian 2007. 12 
23 dCi Aptinothrips stylifer Trybom 林 草 YL-1 Weed YL-1 新 疆 伊 犁 Yili ，Xinjiang 2008. 07 
24  Z&k üt, Scirtothrips dorsalis Hood 女 贞 Wigustrum 北京 海淀 Haidian, Beijing 2008. 05 
25 #4 Chirothrips manicatus ( Haliday ) kjk 4k Iron pineapple flower 湖北 武汉 Wuhan, Hubei 2008. 10 
26 WRH Hydatothrips dentatus (Steinweden et Moulton) 大 豆 Soybean 湖北 荆州 Jingzhou, Hubei 2008. 05 
27 yi sj JÆ Pseudodendrothrips sp. 灰 绿 藻 Gray green algae 河北 承德 Chengde, Hebei 2008. 07 
28 ” 阳 针 萄 马 属 Heliothrips sp. HX Sweet potato 湖南 长 沙 Changsha, Hunan 2008. 09 
29 £D iB er gy Selenothrips rubrocinctus (Giard) ZI NK Red maple 湖南 长 沙 Changsha, Hunan 2008. 09 

Zi fiij A. Aeolothripidae 
30 imj Aeolothrips fasciatus ( Linnaeus) 玉米 Com 北京 密云 Miyun Beijing 2008. 07 
31 æA Aeo. xinjiangensis Han 三 叶 草 Clover 新 疆 乌 鲁 木 齐 Urumqi, Xinjiang 2008. 07 
34 Blax Aeo. intermedius Bagnall HS4 Shrubby Argyranthemum 甘肃 酒泉 Jiuquan, Gansu 2008. 08 
35 WRA Aeo. xizangensis Han 28E Weeds 西藏 扎 赛 县 Zhanang, Tibet 2008. 07 
36 FRAU Aeo. albicinctus Haliday 小 日 菊花 Chrysanthemum 甘肃 酒泉 Jiuquan, Gansu 2008. 08 
37 基 白 黑 葡 马 Melanthrips pallidior Priesner Ait Horsebean SEXUS Beibei, Chongqing 2008. 03 

E fij P} Phlaeothripidae 
38 MEA Haplothrips aculeatus (Fabricius) Jri% Cabbage mustard 北京 顺义 Shunyi, Beijing 2008. 07 
39 4e H. chinensis Priesner ES Korean persicary 湖北 武汉 Wuhan, Hubei 2008. 10 
40 GAWE H. leucanthemi (Schrank) ES Korean persicary 湖北 武汉 Wuhan, Hubei 2008. 10 
4l Mem H. gowdeyi (Franklin) 菊花 Chrysanthemum 甘肃 酒泉 Jiuquan, Gansu 2008. 09 
42 [Hie fj jE Haplothrips sp. 玉米 Com 北京 密云 Miyun Beijing 2008. 07 
43 FEM Gynaikothrips ficorum ( Marchal) 榕树 Banyan 广西 南宁 Nanning, Guangxi 2007. 10 
44 Aim Pt Mesothrips jordani Zimmermann 榕树 Banyan 福建 福州 Fuzhou, Fujian 2007. 05 
45 EAA) Bactrothrips sp. 油菜 Rape 甘肃 酒泉 Jiuquan, Gansu 2008. 09 
46 BRE jg Ophthalmothrips sp. UBL Yellow necklacepod 重庆 云 阳 Yunyang, Chongqing 2008. 06 
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1.2 基因 组 DNA 的 提取 

KAKERA DNA 的 提取 参照 周志 湘 等 
(2007) 的 方法 并 稍 加 改进 。 将 单 头 西 花 侈 马 / 其 他 
PRABATA 20 uL 提取 缓冲 液 (50 mmol/L 
Tris-HCl, | mmol/L EDTA, 196 SDS, 20 mmol/L NaCl, 
pH 8. 0) BS parafilm 膜 上 , 以 PCR 管 底部 作为 勾 浆 器 
充分 研磨 ， 色 浆液 移入 1.5 mL 离心 管 ; 然后 以 
200 pL RMRI 2 次 冲洗 义 浆 项 、 合 并 混 义 ; 加 
入 5 uL EH K (20 mg/mL)， 充 分 混 匀 后 于 
60C 水 浴 1 h (中途 混 匀 1 次 ); 加 入 220 uL A 
仿 / 异 成 醇 (V:V = 24:1) HRR, KÉ 30 
min; 然后 4% 12 000 r/min 离心 10 min， 取 上 清 
液 ， 加 入 440 uL 预 冷 无 水 乙醇 ， 轻 柔 混 匀 后 于 
-30C 放置 30 min; 4%12 000 r/min 离心 15 min, 
小 心 奔 去 上 清 液 。 加 入 500 uL Bue 7590 乙醇 洗 
ik, 4C 12 000 r/min 离心 15 min， 小 心 弃 去 上 清 
液 ; 然后 将 离心 管 倒 扣 于 洁净 滤纸 上 ， 目 然 干燥 
20 min。 每 管 加 入 20 pL 超 纯 水 ， 充 分 浴 解 后 于 
-30'C 保存 备用 。 
1.3 RAPD 扩 增 与 检测 

根据 本 实验 室 以 往 的 经 验 和 电泳 谱 带 的 多 态 性 
程度 ， 选 取 适 宜 的 随机 引物 6 条 : HO, F12, H16 
(De Barro and Driver, 1997), CO8 (Callejas et al., 
2005), OPDOS, OPDO3 (Patra et al., 2008) 。 然 后 
分 别 采用 上 述 6 条 随机 引物 (上 海 生 工 生 物 工程 技 
术 有 限 公司 协助 合成 )， 以 西 花 葡 马 以 及 其 他 9 种 
( 即 花 去 马 F intonsa, Nikaj F. tenuicornis, $] 
W T. tabaci, Z& Ef T. alliorum., $ Bj uj 5 
T. hawaiiensis, JN] Ei fj T. flavidulus, X3 fiij 
I Megalurothrips usitatus, Z& =i WB tj Æ$ Scirtothrips 
dorsalis PUF faj Ex &j Haplothrips aculeatus ) 田间 和 常 
Jis C RRASHU DNA 为 模板 ， 进 行 PCR 9 S4. BO 
体系 为 20 kwL， 其 中 超 纯 水 13.4 uL, 10 x buffer 
2.0 uL, dNTP(10 mmol/L) 0.4 uL, Taq 聚合 酶 
(5 U/uL) 0.2 pL、 随 机 5 引物 (20 ng/uL) 2. 0 uL, 
模板 DNA 2.0 pL。 扩 增 程 序 为 : 94'C 预 变性 
5 min; 45 个 循环 : 94 C 1 min, 36C 1 min, 72% 
6 min; 最 后 727C 延伸 6 min。 扩 增 反应 在 ABI- 
9700 PCR 基因 扩 增 仪 上 运行 。 

取 6 pL PCR 扩 增 产物 在 1.5% (重量 ) 琼 脂 糖 
( Amresco ) HER ELI 80 V 电泳 分 离 50 min， 然 后 以 
GelDoc Universal Hood II 型 凝 胶 成 像 系统 (Bio-Rad 
Laboratories ) 分 析 电 泳 结 


1.4 特征 序列 扩 增 区 域 ( SCAR ) 标记 分 析 

将 RAPD-PCR 扩 增 产物 中 西 花 葡 马 特有 的 片 
段 进 行 切 胶 回 收 DNA (Omega), ÆI, FIE T 
隆 、 测 序 ， 根 据 测 序 结果 设计 西 花 蓟 马 特征 片段 扩 
增 引 物 1 对 ; 然后 ， 根 据 所 扩 增 的 目的 片段 检验 
SCAR 引物 的 特异 性 。PCR 反应 体系 为 20 uL, X 
中 超 纯 水 11.4 uL, 10 x buffer 2.0 uL, dNTP( 10 
mmol/L) 0.4 uL, Tag 聚合 酶 (5 U/uL) 0.2 uL, 
上 上游 引物 和 下 游 引 物 (20 ng/L) 42.0 kL、 模板 
DNA 2.0 kwL。 扩 增 程序 为 : 94C 预 变性 2 min; 35 
个 循环 : 94% 25 s, 56C 25 s, 72'C 45 s; 最 后 
72C 延伸 5 min。 扩 增产 物 的 检测 方法 同 1. 3. 
1.5 MHB SCAR 引物 的 种 特异 性 及 灵敏 性 

分 别 以 田间 采集 的 分 属 3 科 21 属 的 41 种 区 
马 ( 表 1) 的 DNA 为 模板 ， 以西 花 葡 马 为 阳性 对 
HE, ua piem SCAR 引物 FOMFAFOMR 的 种 
寺 异 性 。 同 时 ， 以 不 同性 别 及 虫 态 ( 雌 性 成 虫 和 
雄性 成 虫 ; 单 粒 卵 ， 单 头 工 龄 幼虫 、2 龄 幼虫 、 
piim 58) 的 西 花 葡 马 DNA 以 及 梯度 稀释 (1/10， 
1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 
1/2 560, 1/5 120 头 成 虫 ) 的 单 头 内 性 成 虫 DNA 为 
模板 ， 进 行 灵敏 性 检验 ， 每 虫 态 、 每 樟 度 分 别 测定 
10 $, 
1.6 西 花 萄 马 发 生地 的 寄主 植物 检测 

西 花 佛 马 发 生地 的 寄主 植物 采集 于 北京 世界 花 
FAKAMA, RROESGANADAGE. Kap. MWER MR 
兰 、 冬 瓜 、 黄 瓜 等 。 其 中 冬瓜 的 检测 部 位 为 叶片 ， 
其 余 均 为 处 于 开花 盛 期 的 鲜花 花 锥 。 称 取 上 述 西 花 
苟 马 发 生地 寄主 植物 的 叶片 或 花 办 各 0.5 g， 以 
40 HL 提取 缓冲 液 进 行 义 浆 ， 其 他 步骤 同 1.2; 
PCR 扩 增 和 检测 方法 同 1. 4。 


2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 随机 扩 增 及 SCAR 标记 分 析 

以 西 花 划 马 以 及 田间 和 常见 的 其 他 9 Ph kij K 
DNA 为 模板 ， 以 6 条 随机 引物 分 别 进行 扩 增 。 电 
泳 检 测 结果 显示 ， 随 机 引物 OPD08 (GTGTGCCCC 
A) 的 特异 性 较 强 、 电 泳 谱 带 多 态 性 高 ， 能 扩 增 出 
一 条 西 花 荔 马 特 有 的 条 市 (图 1)。 将 该 特异 条 和 融 
切 胶 、 回 收 纯化 ， 并 对 纯化 产物 进行 电泳 检测 。 
然后 将 回收 产物 与 pGEM-T Easy 载体 连接 ， 连 接 
产物 转化 Top10 大 肠 杆菌 感受 态 细 胞 | 天 根 生 化 
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科技 (北京 ) 有 限 公 司 ]; Bip Bie, PUR 
日 斑 菌 洲 过 夜 培养 后 ， 进 行 PCR 鉴定 ; 然后 将 分 
子 量 大 小 与 预期 一 致 的 阳性 菌落 送 上 海 英 骏 生 物 
技术 有 限 公司 进 行 测序 。 测 序 结果 表明 该 片段 长 
569 bp, GenBank 登录 号 为 GU045557 ， 为 基因 组 
DNA 中 的 随机 克隆 片段 。 根 据 测序 结果 设计 
SCAR 引物 1 X}: FOMFAFOMR， 上 游 引 物 碱 基 序 
列 为 : 5' -GAAACTACTATTGTTTGTGAGCTG-3’, F 

洲 引 物 碱 基 序 列 为 : 5'- AAGAAACTAACGTGAAG 
GATACTC -3'。 引 物 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服 
务 有 限 公 司 协 助 合成 ， 其 扩 增 户 段 大 小 为 320 bp, 
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图 1 随机 引物 OPDOS 对 西 花 葡 马 及 9 种 田间 
JUB 5:9 33558 RF DIOS E 
Fig. 1 RAPD profiles of Frankliniella occidentalis and other 
nine familiar thrips species using random primer OPDOS 

M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder marker; 1; P 4E Ej F. 
occidentalis, 2: 4E fij I F. intonsa (Trybom); 3: R dE Ëi Hj F. 
tenuicornis ( Uzel) ; 4; 烟 区 马 Thrips tabaci Lindeman; 5; 28 3E fij 2j 
T. alliorum (Priesner); 6; 黄 胸 获 马 T. hawaiiensis ( Morgan) ; 7: 
ACB $E T. flavidulus (Bagnall); 8: Xi Xj 3 Megalurothrips 
usitatus ( Bagnall) ; 9: Z& s fifi iij 2; Scirtothrips dorsalis Hood; 10; $ 
fa] £y fij Haplothrips aculeatus (Fabricius). 舌头 所 示 为 西 花 葡 马 的 
特异 性 条 带 The arrow indicates the specific fragment of the western 


flower thrips. 


2.2 AMB SCAR 引物 的 种 特异 性 及 灵敏 性 

以 西 花 荔 马 及 田间 采集 的 其 他 41 Rp sup 35 B5) 
DNA 为 模板 ， 以 所 设计 的 特异 性 引物 FOMF/ 
FOMR 进行 PCR 扩 增 , 电泳 检测 结果 显示 (图 2)， 
该 引物 只 对 西 花 荔 马 具 有 扩 增 效果 ， 对 其 他 种 类 的 
荔 马 不 具有 扩 增 能 力 ， 表 明 该 引物 为 西 花 荔 马 的 特 
异性 引物 。 

以 不 同性 别 和 不 同 虫 态 的 西 花 萄 马 DNA. 为 模 
板 ， 以 SCAR 引物 FOMF/FOMR 进行 PCR 扩 增 ， 





检测 结果 显示 ,不同 性别 、 不 同 虫 态 的 西 花 荔 马 
(图 3: A) 均 能 稳定 地 扩 增 出 320 bp 的 特异 性 片 
段 。 当 将 单 头 肉 性 成 虫 的 DNA 模板 进行 梯度 稀释 
至 1/160 头 时 ， 所 有 个 体 均 可 扩 增 出 特异 性 的 靶 标 
HE WERE 1/320 头 成 虫 时 ，809% 的 个 体 条 带 
清晰 ; 当 稀 释 为 1/1 280 LERET, wA 2096 的 个 
体 可 以 扩 增 出 微弱 的 靶 标 片段 (图 3: B)。 表 明 该 
对 引物 灵敏 性 较 高 ， 其 最 低 检 出 国 值 为 1/160 头 
成 虫 。 
2.3 西 花 葡 马 发 生地 寄主 植物 组 织 的 检测 

以 西 花 欧 马 发 生地 的 寄主 植物 组 织 DNA 为 模 
板 ， 以 SCAR 引物 FOMF/FOMR 进行 PCR 扩 增 ， 
检测 结果 表明 ， 在 冬瓜 的 时 请 以 及 满 天 星 、 石 
I UFER AR = AE R EE P p h 
IURE E, HAr R4), RARR 
系 对 之 有 虫 卵 的 寄主 植物 组 织 亦 具有 同样 的 检测 


3 讨论 


西 花 荀 马 寄主 范围 广泛 ， 以 雏 吸 式 口 右 直接 取 
食 为 害 ， 不 仅 使 园林 花 开 植物 失去 观赏 价值 ， 严 重 
影响 果树 、 蔬 菜 的 产量 和 质量 ， 还 可 传播 多 种 植物 
病毒 ， 使 病毒 病 大 发 生 ， 增 加 生产 成 本 ， 造 成 严重 
减产 ， 其 至 绝收 。 西 花 荔 马 体 型 微小 ， 雄 性 成 虫 体 
长 1.0 mm 左右， 雌性 成 虫 体 长 1.3 ~1.5 mm, mM 
且 与 其 他 常见 的 侈 马 种 类 如 花 欧 马 、 下 人 花 侈 马 、 烟 
葡 马 等 形态 相似 ; 并 且 ， 成虫 常 将 卵 产 在 寄主 植物 
组 织 中 ， 而 预 晴 期 和 晴 期 主要 在 土壤 中 度 过 。 鉴 于 
目前 西 花 葡 马 仅 在 我 国 局 部 地 区 发 生 人 危害 ( 张 友 匣 
等 , 2003; 徐 家 菊 和 韦 丽 和 莉 ，2005; BKRS, 
2007) ， 并 且 具 有 进一步 扩散 蔓延 的 趋势 ， 因 此 西 
花 世 马 的 快速 准确 鉴定 是 有 效 阻 止 其 进一步 扩张 、 
保障 农业 生产 安全 和 生态 安全 的 必要 前 提 ， 而 以 往 
传统 的 比较 形态 学 鉴定 方法 对 于 广大 非 葡 马 分 类 学 
人 员 而 言 难以 满足 快速 鉴定 和 有 效 阻 断 的 需求 。 本 
研究 采用 的 SCAR 分 子 标记 技术 特异 性 强 ， 可 以 将 
西 花 葡 马 与 我 国 常 见 的 41 种 其 他 种 类 的 葡 马 区 分 
开 。 此 外 ， 该 技术 灵敏 度 高 ,不 仅 可 以 检测 西 花 荀 
马 的 单 头 成 虫 、 幼 虫 、 预 肾 及 师 ， 还 可 检测 单 粒 
卵 ; 当 以 梯度 稀释 的 单 头 肉 性 成 虫 的 DNA 为 模板 
进行 PCR 扩 增 时 ， 其 最 低 检 出 立 值 为 1/160 头 。 
而 更 为 有 价值 的 是 ， 该 技术 还 可 以 快速 准确 地 检测 
西 花 蜀 马 发 生地 的 寄主 植物 是 否 珊 有 卵 ， 表 明 该 
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图 2 SCAR 引物 FOME/FOMR 种 特异 性 检验 
Fig. 2 Amplification pattern of genomic DNA using SCAR primers FOMF/FOMR 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA ladder marker; 1, 16, 17, 32, 33, 47: Miti Frankliniella occidentalis; 2, 15, 18, 31, 34, 46. 其 他 种 类 葡 马 ， 
编号 同 表 1 Other thrips species, numbered in the same order as in the Table 1. 
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图 3 SCAR 引物 FOME/FOMR 对 西 花 葡 马 DNA 模板 灵敏 性 检测 电泳 图 
Fig. 3 Amplification pattern of Frankliniella occidentalis DNA using SCAR. primers FOMF/FOMR 
A: 不 同 虫 态 和 性 别 Different developmental stages and sexes. M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder marker; 1; HU BH One egg; 2: 1 龄 幼虫 1st instar 
larva; 3; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 4; 预 肾 Pre-pupa; 5: 肾 Pupa; 6: 雌性 成 虫 Female adult; 7: 雄性 成 虫 Male adult. B: 不 同 模板 稀释 倍数 
Different dilutions. M; DNA 分 子 量 标准 DNA ladder marker; 1 - 10; 分别 为 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1 280, 
1/2 56038 1/5 120 头 崔 性 成 虫 DNA ( Dilutions of 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1 280, 1/2 560 and 1/5 120 DNA of a 


whole female adult of F. occidentalis, respectively). 
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图 4 S 


引物 FOMF/FOMR 对 西 花 获 马 发 生地 寄 
主 植物 组 织 检测 电泳 图 


Fig. 4 Amplification pattern of host plant tissues collected 


from Frankliniella occidentalis infested fields 
using SCAR primers FOMF/FOMR 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder marker; 1, 6: 采 自 西 花 葡 马 发 生 
区 的 植物 组 织 Plant tissues collected from F. occidentalis infested fields. 
1: 满 天 星 花 办 Flowers of baby’ s breath; 2: 冬瓜 叶片 Leaves of wax 
gourd; 3: 石竹 花瓣 Flowers of dianthus, 4: HÆ% EIE Flowers of 
bedding begonia; 5; ik = ZEE Flowers of spider orchid; 6; 黄瓜 花 办 
Flowers of cucumber; 7: 西 花 葡 马 未 发 生 区 的 黄瓜 花瓣 Cucumber 
flowers collected from F. occidentalis uninfested fields as the negative 


control. 


SCAR 标记 技术 完全 可 以 用 于 口岸 及 蔬 荣 、 花 开 、 
种 苗 调 运 中 西 花 葡 马 的 检测 及 其 扩散 趋势 监测 。 
近年 来 ， 已 有 多 种 分 子 标 记 技 术 用 于 葡 马 种 类 
鉴定 。 如 Moritz (2000 ) 采用 转录 间隔 区 (internal 
transcribed spacer, ITS) -限制 片段 长 度 多 态 性 (ITS- 
RFLP) DI, ITP H h P E hi A R R i 
Echinothrips americanus Morgan 的 ITS-1 和 TITS-2 Hr 
段 ， 然 后 选用 5 种 内 切 酶 消化 两 种 葡 马 的 ITS Hr 
段 ， 以 产生 不 同 的 带 型 ; 此 方法 可 以 成 功 地 将 两 种 
欧 马 区 分 开 ， 但 是 无 法 将 西 花 蜀 马 与 其 他 种 类 的 蜀 
马 区 分 开 。Brunner 等 (2002 ) 根据 线粒体 DNA. 细胞 
色素 氧化 酶 亚 基 工 (mitochondria cytochrome oxidase 
subunit I, mtDNA COI) 433 bp 的 扩 增 产物 ， 结 合 
测序 和 扩 增 产物 RFLP 分 析 ， 构 建 系统 发 育 树 ， 有 
XA Y Pü dE b. Meg RIT SIS. Toda 
和 Komazaki (2002) 采用 ITS-2-RFLP 法 鉴别 日 本 果 
WER ILAI 9 种 佛 马 的 成 和 让 和 幼虫 ， 此 法 将 PCR 
和 RFLP 相 结 合 ， 比 形态 学 鉴定 更 加 快速 、 准 确 ， 
MEHAR; 但 是 酶 切 条 件 要 求 严 格 ， 并 且 很 难 
找到 合适 的 酶 将 西 花 荔 马 与 其 他 大 部 分 种 类 的 面 马 
区 分 开 。 周 力 兵 等 (2007 ) 利 用 Bruner 等 (2002 ) i 
计 的 简 并 引物 mtD-7.2F 和 mtD-9.2R 扩 增 出 了 6 





种 萄 马 的 mtDNA COIL 基因 卢 段 (450 bp) ， 然 后 针 
对 西 花 交 马 片段 设计 了 特异 性 引物 FE_OLIME OR 
和 下 OLZ/F. OR, 该 两 对 引物 可 以 将 西 花 葡 马 的 
成 虫 、 幼 虫 、 肾 与 其 他 5 种 萄 马 区 分 开 ; 同时 ， 此 
法 避免 了 对 PCR 产物 进行 RFLP 的 过 程 ， 且 结果 可 
徘 ， 明 确 易 读 ; 然而 ,实际 检测 中 所 涉及 的 萄 马 种 
类 较 多 ， 因 此 引物 的 特异 性 尚 待 进一步 验证 。 游 中 
华 等 (2007) 采 用 PCR 产物 直接 测序 法 对 包括 西 花 
H C dE VL BS 9 hii 585 CO 基因 片段 (433 bp) 进行 
EJAT, np EUER UE Ns HAS BUPS4ESI D; fH 
是 ， 由 于 需要 对 扩 增 产物 进行 测序 ， 成 本 较 高 且 费 
时 ， 因 此 难以 满足 高 通 量 快速 检测 的 需求 。 本 人 研究 
中 采用 SCAR 标记 技术 获得 了 对 西 花 葡 马 具有 特异 
扩 增 效果 的 引物 1 对 ， 该 对 引物 不 仅 特异 性 强 、 灵 
敏 度 高 ， 而 且 还 可 以 明确 来 源 于 疫 区 但 不 具有 被 害 
症状 的 寄主 植物 组 织 中 是 否 携 市 西 花 萄 马 的 卵 。 此 
外 ，SCAR 检测 技术 操作 方便 快捷 ， 结 有 果 可 徘 且 稳 
定性 好 、 重 现 性 高 ， 可 以 快速 检测 大 量 个 体 。 
SCAR 分 析 谱 带 单一 ， 最 适宜 应 用 于 定性 检测 ， 该 
技术 体系 的 建立 ， 对 口岸 检疫 以 及 蔬菜 、 花 开 及 其 
种 盏 调运 中 的 检疫 、 检 测 与 监测 ， 有 效 阻止 西 花 萄 
马 的 进一步 传播 扩散 ， 明 确 其 传播 扩散 机 制 具 有 重 
要 意义 ; 同时 ， 该 技术 体系 还 可 用 于 筛选 评价 本 地 
捕食 性 天 敌对 西 花 蕴 马 控制 作用 研究 。 
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